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ヘ モ グ ロ ビン くhe m oglobin， H bl は空気中で 自動酸化 して メ ト ヘ モ グロ ビン くm ethem oglobin，
m etHblに 変化する が， そ の 反応機構 に つ い て は不明な点が多い ． 本稿では ， 正 常 ヘ モ グ ロ ビ ン Aくhe m o
－
globin A， H b Al， P鎖 に 異常ア ミ ノ酸置換が あ り酸素粗和性の異常 に高い 異常 ヘ モ グ
ロ ビン Ke mpsey
くhe m oglobirt Ke mpsey， H b Ke mps eyl くA9 a S p－ a S nl， お よび単量体
ヘ ム タ ン パ ク質である ミ オ グ ロ ビ ン
血 yoglobin， M blの 自動酸化反応機構を等電点電気泳動法を用 い て解析 した． その結果， H b A お よ び
H b Ke mps ey の 自動酸化反応途中で オ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン くo xyhe m oglobin， O XyH bl． m etH b以外に 2
種類の 中間体 H bくa2 ＋P3 ＋l2， くa 3 ＋P2 ＋12 が形 成する こ とが 明ら か とな っ た ． o xyH b A， O XyH b Ke mpsey
およ び オ キ シ ミ オ グ ロ ビ ン くoxym yoglobin， O XyM bl の 自動酸化反応 は， い ずれ も種々 の条件下で
一 次
反応で 進行 し， カ タ ラ ー ゼ ， S uper O Xidedis m uta seくS O Dlに よ り抑制 され た． こ れ らの結果か ら， H bお
よ び M bの 自動酸化反応 に H202 ， 0言の 関与す る反応過程が 示 唆され た ． また， O XyH b A は H bの アロ ス
テ リ ック エ フ ェ ク タ ー と して知 られ るイ ノ シ ト ー ル 6 リン酸くin o sitol he x apho sphate，工H Pl添加 に より，
自動酸化速度が著 しく促進さ れ た． 一 方 ， O XyH b Ke mps ey の 自動酸化反応は o xyH b A に比 し遅 く， また，
I H P添加 に よる効果 は ほと ん ど認め られ な か っ た ． こ れ らの 結果 は， H bの 四次構造が R状態 くRela x ed
fo r m， O XyH b Aの 四 次構造1 よ りも T 状態 くTens efor m， de o xyhe m oglobin の 四次構造l に お い て 自
動酸化速度が速 い こ と を示 して い る ． また ， H b Ke mps ey の 自動酸化速度が遅い こ と は， H b Ke mpsey の
四 次構造が R状態 に偏位 し てい る こと で 説明 で きる ． M bの 自動酸化反応過程 は H202や 0盲が 関与 して い
る点な ど H b と類似点も あ る が， 単量 体で ある た め中間体の形成が な く， H bの 自動酸化反応の単純 なモ デ
ル と し て有用 と考 えら れ る．
Key w o rds Auto xidation ， Hem oglobin A， He m oglobin Kem ps ey，
M yoglobin．
ヘ モ グ ロ ビ ン くhe m oglobin， 以 下 H b と略l は空気
中に 放置 して お く と メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン くm ethe m o．
globin， 以 下 m etH b と田別 に 変化 し， い わゆ る自動酸
化す る こ と が 知 ら れ て い る1 卜 3，． しか しなが ら その メ
カ ニ ズム に つ い て は不 明な 点が 多い ． W interbo u r nら
は 酸素化 ヘ モ グ ロ ビ ンくo xyhe m oglobin， 以 下 oxyH b
と 略フの 自動酸化反応に つ い て 次真の 反応式 を考 えた ．
これ らの 反応式は， 単量体 ヘ ム タ ン パ ク質で ある ミオ
グ ロ ビ ン くm yoglobin， 以下 M b と略l の 自動酸化反
応で 示 唆 され て き た が引， こ れ ら の 反応式 の妥当性 に
つ い て はま だ充分に 検討され て い な い ．
一 方 ， H b は併 鎖，岸 鎖に よる 4 量体 ヘ ム タ ン パ クで
あ るが ， M a n s ou ri ら はa 鎖，P 鎖の間に 自動酸化速度
の 違い が あ る こ と か ら， OXy王地 自動酸化の 経過中に
M e chanis m sforthe Auto xidation of He m oglobin A， He moglobin Ke mps eyく伽 8 Sp － 8 S nl and
M yoglobin． Taken oii Takiza w a， Departm e nt of Bio che mistry くP， mir ector ニProf． Y ．
Yon eya m aJ， Scho olof Medicin e， Ka n aza w aUniv ersity．
り 沢




＋8 H＋ 一 m etH b ＋402＋4 H202
2 H bく02l．＋4 H，02＋8 H＋ － 2m etH b＋8 02＋8 H20
H bく0，1．十4 H＋ － m etH b＋3 02＋2 H20
くぼ 鈷 ダ＋I2 と くぽ 3 ＋月2 ＋12 の 原子 価雑種 ヘ モ グ ロ ビ ン
く以下原子価雑種 Hb と開削 が 生成 す るだ ろう と推定
した 引． 最近 To m oda ら は等電点電気泳動を用 い る こ
と に よ り くぼ2 ＋ダ＋1ゎ くぼ 帥月2＋12 の 原子 価雑種 H b を
同定し， 種々 の酸化剤 に よ る o xyH b の酸化反応の経
過中 に 上記 2種の中間体 ヘ モ グ ロ ビ ン く以下中間体




Rb の自動酸化反応の途中で こ れ ら中間体 Hb が で き
る か どうか に つ い て は ， 明 らか で は な か っ た ． 本稿で
は ， い 正 常 ヒ ト赤血球 よ り得 ら れ た ヘ モ グ ロ ビ ン
くhem oglobin A， 以下 Hb A と晰 ， 21 酸素親和性
性が非常に 高く 4量体 の高次構造が R 構造 くRela x ed
fo r m． o xyH bA 構造I に 偏位 して い る ヘ モ グロ ビン
Ke mps ey くhe m oglobin Kem psey くJ％98 SP－ 8 Snl
l Ol1 1
，
以下 H b Ke mps ey と田糾 お よび 31 単量体である M b
の等電点電気泳動 を種々 の 条件下 で検討 した． そ して ，
くぼ 帥 月糾うゎ くぼ
旺
タ
2 ＋I2 な どの中間体 E b の存在 を等電
点電気泳動法で明 らか に す る と と もに ， これ らの 時間
的変動を許 しく しら べ た． こ れ ら の結果か ら， H b， M b
の 等電点電気泳動 に H202， 02
－
が関与 して い る こ と，
中間体 H b が形成 され る こ と， そ して， E b自動酸化反
応が 打b の高次構造 と密掛 こ関連 し て い る こ と を 明ら
か に し， H bお よび M b の自動酸化機構 を検討 した 一
材料 お よ び 実験方法
1 ． o xyM b の調製
ウ マ M b粉末 くSigm a社， 米E削 を蒸留水に 溶解 し
不溶物 を遠心分離 した． 得 られ た 上清 は 10m M リン
酸 緩 衝 液pH 6．8 で平 衡化 し た CM
－Sephade x C
一 別 く生化学工業， 東京I く2 X 5c ml カ ラ ム に 吸着さ
せ た ． 以下の カ ラ ム 操作はす べ て 4
0
Cで 行っ た ． 上記
顔衝液と 10 m M K2H P O4溶液そ れ ぞ れ 100mlず つ の
pH 勾配 で溶出 し， メ トミ オ グロ ビ ンくm etm yoglobin，
以 下 m etM b とW酎 を 精製 し た ． 得 ら れ た m etM b
げe8 ＋う溶液に過剰の ジオ チ ナイ ト く和光純薬， 東京う
を加え， 還元型 M bくFe2 ＋lに変換 した ． 次に， 50m M
リ ン 酸緩衝液くpH 6．6， 7．0， 7．4， 7劇 で 平衡化 した
Sephade x G
－25くc oa r segr ade， Pha rm a Cia 社， ス
エ ー デンコ く2 X25c mlカ ラ ム に 還元型 M bくFe
2 ＋うを
通 して試料を得 た．
2 ． M b の自動酸化反応の測定
前述の溶出液 に つ い て実験 を行 っ た ． す な わ ち， 小
試験管 に 試料を分注 し， カ タ ラ
ー ゼくEC． 1． 1 1． 1．
61 くBo ehringe rM a n nheim 札 西 ドイ ツl， S upe r O Xide
dis m uta seく以下 S O DとF酎 くE C l． 15． 1． 11 くSigm a
社， 米国1 存在下また は非存在下 で， 37
0
Cに お い て自
動酸化反応を しら べ た ． 約5叫 l の試料 を
一 定時間 ご
と に と り 出し， Am pholin epolya c ryla midegelくL K B
社， ス エ ー デ ン1にの せ等電点電気泳動げ C， pH 3．5
．
9． 引 を行 っ た ． 電気泳動終了後ゲル を トリ ク ロ ロ 酢酸
溶液で固定 し， OXyM b， m etM b の割合 を下記の H b と
同様 の方法で求 めた ．
3 ． H b A と H b Ke mpsey の調製
H b A， H b Ke mps ey は M atsukaw a らの 方法
1 2服
従い ， H b Ke mps ey の患者溶血液 を D E A E
－Cellulo se
くD E 32 W hatm a n社， 英 軋 く2X60c mlカ ラ ム に通
す こ と に よ り分離精製 した． H b A と H b Kem ps ey の
純度 は Am pholin epolya c ryla mide gel等電点電気泳
動くpH 3．5 － 9．5うで検定 した が， 両者 の混合 はま っ た
く認 め ら れ な か っ た ． こ れ ら の H b溶液 は， Do w e x
I X 8く室町化学， 東京1 く1 X5c mうカ ラ ム に 通 し2，
3－ ジ ホ ス ホ グリ セ リ ン 酸 を除い た ． さ ら に 10m M リ
ン 酸 緩衝 液 pH 7．0で 平 衡化 し た Sephade x G
－
25くc oa rs egr adel く2 X25cml カ ラ ム に 通 した． 溶
出 掛 こは カ タラ ー ゼ，S O D清性は認め られ な か っ た ■
4 ． H b A， H b Ke mpseyの 自動酸化反応の 測定
H bA 溶液くヘ ム 濃度450JLMl， H b Ke mpsey 溶液
くヘ ム 濃度 370ノJMう を それ ぞれ 小 試験管 に 分注 しイ
ノ シ ト ー ル 6 リン 酸 くin o sitol he x aphosphate 以下
IH P と田割 くSigm a社， 米 卸 存在下， 非存在下， ま た，
カ タ ラ ー ゼ ， S O D存在下， 非存在下 で 3 アCに おい て自
動酸化反応 を し ら べ た ． 約 50メ1 の試料 を
一 定時間 ご
とに と り 出し， Ampholin epolya crylami de gelに の
せ 等電点電気泳動 げ C， pH 3．5
－ 9．5う を行 っ た ． 電
気泳動終 了後ゲル を トリ ク ロ ロ 酢酸で固定 し， ゲ ル ス
キ ャ ン く島津 二 波長 tlc ス キ ャ ナ ー L S－9001 を 行 っ
た 刷 ． oxyH b， 原子 価雑種 H b亡くぽ
2 ＋ガ帥コ2，くぼ3 ＋斤
2十う2コ，
メ ト ヘ モ グロ ビ ン くm ethe m oglobin， 以下 m et H b と
晰 の割合 はチ ャ ー ト用紙 を切 り取り， 各重量を測定
す る こ とに よ り求め た． 得 られ た値 は以下の式 に あ て
H b A， H b Ke mps ey お よび M bの自動酸化反応
は め た． Sche m eに 示 す 反 応速度 定 数 を 用 い て
o xyH b， くa2 ＋P3l2， くL r3 ＋P2 ＋l2， m etH b の変動値 をく1さ
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反応速度定数 k．． へ k．4は，く1トく4I式を用 い て実測値と
最 も適合す る値を 最小 二 乗法に よ り求 めた9I．
成 績
1 ． M b自 動酸 化 に お よ ぽ す カ タ ラ ー ゼ お よ ぴ
S O Dの 影響
り M b自動酸化反応の等電点電気泳動法 に よ る分
析
M b をpH 7．0， 37
0
Cに おい て 4時間膵置す る と， M b
の 自動酸化は部分的 に進行す る． こ の 試料 に つ い て等
電点電気泳動法で分析 したく図1くal ． 対照の o xyM b，
m etM b が まっ たく異 っ た位置 に 泳動 され る の で ， こ
れ ら の M b が等電点電気泳動法で充分 に 同定 で き る
こ と が明 らか に な っ た ． この 電気泳動の 結果を ゲル ス
キ ャ ン で 分析 し た も の が 図1くbl であ る． そ れ ぞ れ の
ピ ー ク か ら o xyM b， m etMb の割合 を求め， そ れ ぞ れ
44．2％， 55．8％で あ っ た ．
2う M b自動酸化に お よ ぽす カ タ ラ ー ゼ， S O D の影
響
pH 7．0に おい て ， カ タ ラ
ー ゼお よ び S O D存在下，
3
非存在下 で o xyM b の自動酸化反応を等電点電気泳動
で しら べ た． その 結果， O XyM b はm etM bへ 経時的に
変化 し， その 反応 は 一 次反応で あっ たく図 2つ． これ ら
の結果か ら， 見か けの 一 次反応定数くkobsうを求 め た．
カ タ ラ ー ゼ， S O D非存在下 で はkobsニ ー 0．153 b
． 1で
あっ た ． 一 方， カ タ ラ ー ゼ存在下 で は kobs ニ ー 0．105
b
－ 1であり 酵素が存在 し な い 場合 に比 し31％の減少，
SOD 存在下 で は kobsニ ニ ー 0．137 h
－ 1で あり 10％の 減
少， 両酵素存在下 では kobsニ ー 0．100 b
－ 1で あり 35％
の 減少が み られ た．











Fig．1． Iso ele ctric
－fo c u sing patte rn Of pa rtial ly
a uto xidized m yoglobinくM bl
くalPr otein ba nd patte rn Ofpa rtially auto xidized
M bくiil co mpa r ed with that of a uthentic o xyMb
くila nd m etM bくiiiI．
くbl
．
Geトsc a n ni g patte m ofpa rtially auto xidiz ed
M bpe rfo m ed at 630n m with a gel sc an n er．
4カ タ ラ ー ゼ， S O Dお よ ぴ I H Pの 影響
Il 部分的に 自動酸化 した Hb A， H b Ke mps ey の
等電点電気泳動パ タ ー ン
図 3 に種々 の 条件下で Hb A， H b Ke mps ey の自動
酸化 を行いく30時間I， それ らに つ い て等電点電気泳動
法で しら べ た結果 を示 す． そ の結果， O XyH b， m etH b
の み な らず 2種類 の中間体 H b， す な わ ち くぼ2 ＋ダ＋12
と く庇 3＋月2＋I2 の 原子 価雑種 Hb が 存在 して い る こ と
が 示 され た． こ れ らの原子 価雑種 H b は等電点電気泳
動終了後 の位置 か ら， 陽極側 よ り くぼ2 ＋が ＋う2 ， くぼ 神
戸2 ＋う2 で ある1 3ナ． 図 3 のう ち HbAく＋Enzっくカ タ ラ ー
ゼ， S O D存在下の も のうの 等電点電気泳動ゲ ル ス キ ャ
ン した も の が図 4くal，く可で ある． M b の場合 と同様 に そ
れ ぞれ の ピ ー クの 両横か ら o xyH b， くぼ
2＋月
3＋う2， くぼ 帥
夕鈷I2， m etH b の割合く％Iを求め る こ とが で き る． こ
の場合， OXyHb は29．7％， くだ 鈷 ダ ＋12 は 22．9％， くぼ3 ＋
P2＋12 は 27．8％， m etH b は 19．6％で ある こ と が 明 ら
か と な っ た く図 4くalう．
2う o xyH b A の自動酸化反応で の経時的変化
図 5 は種 々の 条件下 にお ける oxyH b A の経時的変
化 を等電点電気泳動法で分析した 結果である． o xyH b
A は条件 に よっ て反応速度 に適い は ある が， す べ て 一
次反応で 減少 した ． カ タラ ー ゼ ， S O D両酵素と も に な
い 場合 で は， O XyH b Aゐ自動酸化速度くkobslは IH P
存在下で顕著 に 促進 した亡kobsニ ー 7．06XlO
－ 2b
－ 1 ト 1
H円 ， － 14．02XlO－ 2b－ 1く＋1 H PH． カ タラ ー ゼお よび
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T im e くhrI
Fig ．2． Se milogarithmic plot of fra ctio n s of
o xymyoglobin くo xyM bldu ring a uto xidatio n
T he a uto xidatio n of Mb w a s studied atpH 7．0，
at 37
0
C in the pre se n c eo r abse n c e of c atala se
く1300u nitsland s uper o xide dis m uta s eくS O DH29
u nitsJ， A ， C O ntr Olニ A ， S O Dく十1i 書 ， C atala s e
く＋h O ， C atala s e＋S O Dく＋1
T he pe rc e ntage fr a ctions of o xyM b during the
a uto xidatio n of M bw e redeter mined by a nalysis
byis oele ctricTfoc u sing ele ctrophoresis．
沢
H P存在下で は 43．6％ くkobs ニ ー 3．98XlO－ 2b－ 1う， 非
存在下 で は 28．5％ くkobs ニ ー 10．02XlO－2b － 1う 酵素 を
添加 しな い 場合に 比 し減少 した
．
31 Hb A 自動酸化反応 で の o xyH b， 中間体 H bお
よ び m etH b の経時的変化
種々 の 条件下 に お い て ， H b の自動酸化反応 を等電
点電気泳動法で詳 しく検討 した． o xyH b， 中間体 H b，
m etH b は図 6くaトくbJに 示 す よう に 変化 した． い ずれ の
Fig．3． Is o ele ctricTfo c u slng pattern Of partia1y
a uto xidiz ed he m oglobin A くH b AJ a nd he m op
globin ke mps eyくH b Ke mps eyl
T he s a mplesH b Aa nd H b Ke mpsey at30
－ho u r
Obtain ed fr o m the pa rtially a uto xidiz ed H b
SOlutio n sEH b A， 451FLM hem e三 H b Ke mps ey，
369JLM he me，in the pre senc e or abse n c e of both
C atala s eく1300u nitsl a nd supe r o xide dism uta s e
くS O Dl く29u nitsJ， With o r wisho ut in o sitol hexa－
pho sphate くI H Pl く500pMJコ w e re ap plied o n
Am pholin epolya cryla mide gelplateくpH 3．5－9．51．
T he is o ele ctric－fo c u sing w a spe rfo r m ed at 4OC
for l．5hou rs， andthe gel w a sfix ed with afixing
S Olutio n．
A こ H b A， en Zym e Sく－1， l HP 卜1ニ A，こ Hb A，
e n zym e sく － l， I H Pく＋1三 B二 H b Ke mps ey，
e n zym e s 仁1， I H Pく－ lニ B
，
ニ H b Ke mps ey，
e n zym e sく1 ，I H Pく＋1三 Cこ H b A， en Zym e Sく＋1，
IH Pく－ 1ニ C
，
こ H b A， e n Zym eSく＋l，I H Pく＋h Dニ
Hb Kem ps ey， en Zym e Sく＋1， I H Pく－1i D， 二 H b
Ke mpsey， en Zym e Sく＋1， I H Pく十1
H b A， H bKe mps ey ぉよ び Mb の 自動酸化反応
条件で も o xy王正b が減少す る に つ れ て 中間体 H b が増
加 し， さ ら に m etH b が増加 した． そ して ， 中間体 H b
の 中で も くぼ 3＋ダ
2 ＋I2 が く庇2 ＋が 十12 よ りも 常に 多く存在
して い た． o xyH b か ら中間体 Hb を経て m etH bに い
た る 反応 は， カ タ ラ ー ゼ， S O Dに よ り阻害され たく囲
6くCI ． ま た1 日Pに よ り促進され たく図 6くbI， くdうI． 材
料お よ び実験方法 で述 べ た f． 句 f4式 を用 い て得 られ る
曲線 く実線う は， 実測値 と い ずれ もよ く 一 致 した． こ
れ ら の結果か ら， 各 ス テ ッ プの反応速度定数 k．1 へ k．4
を求 め た く表1フ．
4l o xyH b Ke mps ey の 自動酸化反 応で の 経 時的
変化
種 々の 条件下 に お け る o xyH b Ke mpsey の 経 時的
変化 く％J を図 7 に 示 し た
．
H b Aと 同様 o xyH b
Ke mps ey は， い ずれ の 条件下で も 一 次反 応 で 減少 し
命 ト ー O
Fig． 4－ Gel－S C a n ni g patte rn of pa rtially a uto xト
diz ed he m oglobin
T he s a mplesin the pre se n c e of c atala se a nd
Supe rO Xide dis m uta s eくS O DJinFig． 3くC a nd Cつ
W e re geトsc a n n ed at630 n m ．
くalI H Pく十HblI H Pく＋1
5
た
． しか し， O XyH b Aと異 なり， カタ ラ ー ゼ， S O D
両酵素の な い 場合， O XyH b Ke mpsey 自動酸化速度に
お よ ぼす 工H P の影 響は ほ とん どみら れ なか っ た ． しか
しな が ら， カ タ ラ ー ゼ， S O Dを加 え た 場合 o xyH b
Ke mps ey の 自動酸化速度 は か な り 抑制 さ れ た ト
I H Pニkobs ニ ー 5．39XlO－ 2h － 1 ト En zl， － 3． 13XlO－ 2
h
－ 1く＋En zl， ＋IH P二kobs ニ ー 5．29XlO－ 2h － 1 ト En z
う， れ 4－01X H 卜2b－ 1 什 En幻コく－ En zは カ タ ラ ー ゼ ，
So Dを加え て い な い 場合， ＋ En zは カ タラ ー ゼ ， S O D
を加 え て あ る 場創 ． 両 酵素 の 阻害効果 は 一 王H P で
41．9％， ＋工H Pで 24．2％であ っ た ．
51 H b Ke mps ey 自動酸化反応で の oxyH b， 中間
体 H b， m etH bの 経時的変化
図8くa トくdは ，種々 の 条件下での Hb Ke mps ey の 自
動酸化反応に お ける o xyH b， 中間体 H b， m etHb の経
時的変化 で ある． こ れ ら H b誘導体 の変動 は， H b Aの
場合 と 同様 に 遂次的 で あ っ た
．
ま た ， く庇 帥声打う2 が
くぼ 2＋月3 ＋I2 よ り常に 多く 存在 し た． しか し， H b A と異
なり カ タ ラ ー ゼ， S O Dを加 えな い 場合， こ れ ら H b誘
導体 の 変動 は工HP 添加 で も ほ と ん ど影響さ れ な か っ
たく図8 くb仇 カ タ テ ー ゼ，S O D を加 える こと に よ り， 一
王H P， 十IH Pい ずれ の 場合 で も 自動酸化反応の 進行が
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Fig． 5． Semi loga rithmic plot of fr a ctio ns of o xy－
he m oglobin Aくo xyH b AJdu ring a uto xidati。n
T he a uto xidatio n of H b Aw as studied atpH 7．
0，37
0
cin the pr e se n c e o r abs e n c e of bothc atala s e
a nd supe ro xide dis m uta s eくS O Dl， with or witho ut
in o sitol hex apho sphate くIH Pl． T he pe rcentage
fr a ctio n s ofo xyH b A du ringthe a uto xidatio nof
H bw er edete rmin ed by a n alysis with iso ele ctric－
fo cu sl ng ele ctropho re si ．
0 二 e n Zym eSく．I， I H P卜J三 A 二 en zym esく －1，
I H P
． 什 h 争 ニ e n Zym e S 什1， I H P 卜1ニ A こ
en zym e sく＋1，I H Pく＋J
6 滝 沢
MbO2 － m etM b＋02
－
M b O2＋ 02
－
＋2 H＋ 一 m etM b＋ 02＋ H202
2 M b O2＋ H202＋2 H
＋ － 2m etM b＋2 02十2H20
4 M b O2＋4 H
＋ － 4m etMb＋302＋2 H20
くニ M b O2＋H＋ 一 m etM b ＋31402＋112 H201
二 乗法 に よ り各実測値 に 最も適合 す る曲線 を求 め， 実
線 で示 した ． 得 られ た反応速度定数を表 2 に 示 した．
考 察
M b は H bが 4量体 タ ン パ ク質で あ るの に 対 し て単
量体 タ ン パ ク質で ある ． それ ゆ え， M b の自動酸化反応
機序は H b の自動酸化反応 を考 える う えでモ デル と な








































































化反応 を定量的に 評価す るう えで 有用であ る こ とを示
した． さ ら に ， 図2 で はこ の 方法 を用 い て種々 の 条件
下で M b の自動酸化反応 を分析 した． こ れ ら の結果か
ら， M b の自動酸化反応 に お け る
一 次反応定数を得た ．
そ して， こ れ らの 反応速度定数 を比較す る こ とに よ り，
M b の自動酸化反応機構 が推定で き る ． W interbo u rn
らの M b の自動酸化 に つ い て の反応式
けを用 い る と，
M b の自動酸化は上の よ う な反応過程で あ らわせ る．
この 刷式の化学量論的関係 は， Br o wn ら に よ っ て実験
的に 示 さ れ た釘 ． こ れ ら の反応式に したが えば， O XyM b
の 自動酸化 はカ タ ラ ー ゼ存在下で はく3I式が除去さ れ る
の で 50％， S O D存在下 で はは1式 が除去 さ れ る の で
25％， 両酵 素存在下 で はく2ン， く封式が 除去 さ れ る の で
75％減少する こ と が理論的に 考え られ る． 実験的 に得
られ た 反応定数の比較 に よ り pH 7．0で の 結果 くカ タ
Tim eくhr sI
Fig． 6． Fr a ctio nal changes in o xyhe m og
lobin
くo xyH bン， inte rm ediate he m oglobin s a nd
m ethe m oglobinくm etH blduringthe a utoxidatio n
of H b Au nder v a rio u s c o nditio n s at pH 7．O
A fte ris oele ctric－fo c u sing ofthe s ample s 仁in
the pr e sen c e o r abse n c e of c atala s e a nd supe
r．
o xide dis m uta s eくS O Dl， With o r witho utin o sitol
he x apho sphateくI H Plコ ， Which w er e obtained at
c 。n Sta nt inte rv als く0－ 52 ho u r sl， the gel plate s
w er e sc a n n ed at63 0n m ． T hen the fr a ctio n s of
o xyH b， くa 2＋P3
＋12， くa 3 ＋P2 ＋12 and m etH b w er e
e stim ated．
0 こ O XyE b， ム ニく此
2 ＋月3つ2， ロ こくぽ
3＋
月
2 ＋12， 申 ニ
m etH b
くalニ e n Zym e Sく
－1， IHP く－ 1ニくblこ en Zym e Sく
－ 1，
lH P く＋1芸くclこ ehzym e sく＋1， I H Pく
－ 1ニくdlニ
en zym e sく＋1，I H Pく＋1
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Fig． 7． Se milogarithmic plot of fr a ctio n s of o xy
．
he m oglobin Ke mpseyくo xyH b Ke mps eyldu ring
a utoxidatio n
T he c o ndit ons a rethe sa me to tho se stated in
thelege ndto Fig． 5， e X C ept that o xyH b Ke mpsey
W a S u Sed in the pla c e of o xyH b A．
0 二 e n Zym e Sく1 ， l H Pく1 三 ム こ e n Zym e Sく
－1，
I H Pく＋1i 争 ニ en Zym e Sく＋1， I H Pく
－1i A こ
e n zym e sく＋1，IHPく＋1
7
ラ ー ゼ で 31％， S OD で10％， 両者で 35％の減少Iは，
低値で ある が 理 論値 をか な り み た し て い る と 思 わ れ
る． ま た， こ れ らの 結果 は M b の自動酸化反応に 02
一
，
H202が 関与 して い る こ と， そ して， その反応が 一 連の
反応く1トヰ訂で進行する こ と を強く示 唆 してい る．
これ らの連鎖反応で は， 反応は シ グモ イ ド状 に進行
す る はずで 一 般的 に は 一 次反応で進行 しな い と考 えら
叫る． しか し， く2I， く3拭 はく1杭 に比 し反応が非常 に速
い1机 SIた め に ， 見か け上川式の み に 依存 した 一 次反応
で 進行 して い く と考 えられ， 実験的に も それ が う らづ
けら れたく図2う． こ のよう に M b の自動酸化反応はくM
式 に依存 した反応である と考 え られ る． ま た， 理 論式
く1トく4は 種々 の条件下で実験的 に得 られ た値が か な り
よ い 対応関係 を 示 す の で， M b の自動酸化反応 はく1さ
へ 仰式 の よう に進行す る こ と が考 えられ る．
こ れ ら の考 え を H b A の自動酸化反応 に つ い て も
導入 して検討 して みた． 図 3■ 1 6 に 示 すよ う に H b A
の 自動酸化反応 で は ， 1う o xyH b が 2種類 の中間体
H bくa2 ＋P3＋l2 ， くa 3 ＋P2 ＋J2 を経て m etH bに酸化 され
る こと ， そ して ， 2コ カ タ ラ ー ゼ， S O Dに よ．り自動酸
Table l． Rate c o n stantS e Stim ated by non－1in e arle a st－Squ a re a n alysisfo rthe a uto xidatio n ofhe m o，
globin A u nde r v a rio u s c o nditons atpH 7．O
The v alu es repre s ent the ap pa re ntfirst．o rder c orpta nttlOxrate c o n stantくhr
－
1月士S．D． ． T he rate
C O n Sta ntS k＋1， k十2， k＋3， k＋4bestfittingto allexpe rl m e ntalpoints w e re obtain ed bythe u se of N O．
N LI Nc o mpute rpr ogr a mくM etzle r， 1969Ia nd eqn s． く1トく4Iin the e xpe rim e ntals ectio n．
Rate c onsta nt
ト1En zym eS く＋1En zyme S







6．70士0．60 1 ．82士0．10 3．51士0．29
6．31士0．52 1．92土0．08 4．44士0．34






En zym eS こC at la s e a nd s upe r o xidedis m utas e
I H Pこin o sitol he x apho s圃 ate
Table 2． Rate c o n sta nts e stim ated by n o n－1in e arle a st－Squ a r e a n alysisfo rthe a uto xidation of he m ogl0－
bin Ke mps ey u nder v ario u s c ondit ons atpH 7．O
T he v alu e s repr es ent the ap par e nt丘rstro rder rate c o n sta nttlOx rate c o nta ntくhrLLIJコ士S．D． ．
Rate c on sta nt
ト1 En zym eS く＋ンEn zym eS






1 ．80士0，23 1．22士0．14 1．66士0．18
3．12士0．26 2．08士0．17 2．52士0．12
1．73士0．28 1．56士0．18 1．03士0．14
En zyme S こ C atlds e a nd super o xide dis m uta s e
I H Pこin o sitol he x apho sphate
沢化が抑制 さ れ る こ と を実験的に 示 した． こ れ ら の結果
か ら， 次の よう な反応式が B bの 自動酸化反応 に つ い
て 考え られ る．




十2 H＋ － H202十 02
H bく02う4＋ H202 一 寸 1ntH bく02う2＋2 02＋2壬i20
IntH bく02l2 一 寸 m etH b＋2 0，－
202．十2 H＋ っ H202十2 02
lntH bく02l2＋H202 － ナ m etH b＋2 02 ＋2 H20


















































































こ れ ら の反応過程 で は， H H， くVう， く1工Iう， くVい式は
カ タ ラ ー ゼ， S OD に よ っ て 阻害 され る が， こ れ らの 酵
素存在下 で は 反応阻害率 は 理 論的 に 50％と 考 えら れ
る ． 実験的 に は， O XyH b A の自動酸化速度 はカ タ ラ
ー
ゼ ， S O D両酵素 を加 える こ と に より 約 44％阻害さ れ
た く一 工H Pニk．1十k．3 ニ ー 7．06XlO－1b．1 ト En zL－
3．98XlO
－ 2b
－ 1く十En zH 図5I． これ らの値 は， 上 記の
反応過程 よ り類推さ れ る理 論値と ほ ぼ
一 致 して お り，
上 記の 反応式 の妥当性 を支持す る ． また ， O XyHb A の
自動酸化反応は o xyM b と同様 一 次反応 で 進行 し た．



































Fig． 8． Fr a ctio n al cha nge s in o xyhe m oglobin
くo xyH bl， inte r m ediate he m oglobin s a nd
m ethe m oglobinくm etH bldu ringthe a uto xidatio n
of H b Ke mps ey under v a rio u s c o ndit o n s atpH
70．
T he c ondit o n s a r ethe s a m eto tho se statedin
Fig． 7， e X C ept that o xyH b Ke mps ey w a s u sedin
the pla c e ofo xyH b A．
0 こ OXyH b， ム こく庇
2＋
ガ
3 ＋う2， 0 こく戊 3＋月2 ＋12， 争 ニ
m etH b
くaJニ e n Zym eSく －J， I H Pく－1ニくbI二 e n Zym e Sく－ 1，
I H Pく十JiくCトLe n zym e sく＋1， 工H P 卜1i くdlこ
en zym esく＋l，I H Pく＋J
H b A， H b Ke mps ey およ び M bの 自動酸化反応
02．， H202との 反応 が非常に 速い 川 舟 た め に ， 反応全体
が見か け上 H l， HV 式に依存 した 一 次反 応で進行す
る もの と 考 えられ る ．
W eissは o xyH b が次 の 平 衡状態 に あ る と 考 え
た 岬 ．
HbFe
2t＋02 － － H b Fe
3t－ 02－
そ して ， 自動酸化が次の よ う に起 る こ と を示 唆した ．
H b Fe
2t－02 職 ナ H b Fe3 ＋＋02－
こ の 反 応 は上 記の HH ， く王Vl式に 相当し てい る． それ
ゆ え， カ タ ラ ー ゼ ， SO D存在下 で の 自動酸化 反応 は
仁仁トトくIVう式の 和で 進行し てい る と考え られ る．
ま た ，非常 に 酸素親和性 の 強い H b Ke mpsey の 自動
酸化反応 に つ い て も詳 しく検討したく図7， 8くaトくdブコ．
こ の 場合， 11 山 吹反 応で 自動酸化反応が進行す る こ




2 ＋12 が 生成す る こ と， 3 プ カ タ ラー ゼ， S O Dに
よ り反 応が 抑制 され る こ とが 明らか に な っ た ． これ ら
の 結 果 は H b Ke mpsey の 自動酸化 反応 に お い て も
Hb A と同様の メ カ ニ ズム で反応が 進行し てい る こ と
を 示唆 し て い る ． し か しな が ら， Hb Ke mpsey の自動
酸化速度 は o xyH b Aの 場 合 と 比 べ 有 意 に 遅 か っ
た ． h I H Pの 場 合， O XyH b Ke mps ey で はk．． ＋k．3
ニニニ ー 5 ．39XlO
， 1hMlく － En zl， －3．13XlO－ 2h－ 1 く＋ En zl
で あ る の に 対 し． o xy A で はk．． 十k1 3ニ 7ー．06XlO－2
hLl ト En zl， － 3．98XlO－2h， 1く＋En zlで あ っ た ． こ の
適い は H bの 4 次構造の 違い に よ っ て説明 で き る． す
な わ ち ， O XyH b Ke mpsey の 4次構造が R 状態に 非常
に 偏位 してお り1 01川 ， R状態 で は H b は自動酸化 し に
く い た め と 考 え ら れ る． こ こ で ， R 状 態 くRelaxed
fo r ml と はo xyH b Aの 四 次 構造 を あ ら わ し，
de o xyH bくde o xyhe m oglobinl の T 状 態 くTe n s e
fo r ml と対応 するくPerutzl1 7l． R 状態 の 特徴 と して は，
り a 鎖問お よび a ， P 鎖間を結ぶ 塩 橋くsaltbridgel
が 切 断さ れ て い る ． 2 うヘ ム 鉄は 酸素 と遠位 ヒ ス チ ジ
ン 側で 結合し， ポル フ ィ リ ン平面内に あ っ て 低ス ピ ン
状態 に あ る． T 状態の 特徴と して は， 11 甜 鎖問お よ
び ぴ ， 月 鎖間を結 ぷ塩 橋が 結合 して い る ． 2 う酸素は ヘ
ム 鉄 よ り 離れ， ヘ ム 鉄 は ポル フ ィ リ ン平 面 よ り近位 ヒ
ス チ ジ ン 側に 突出 した高 ス ピン 状態に ある こ とな どが
知 られ て い る 川 ．
I H P は H bの ア ロ ス テ リ ッ ク エ フ ェ ク タ ー と し て
知 ら れ て い る が， I H P が H bに 結合 す る こ と に よ り
o xyHb Aの 四 次構造が R 状態か ら T 状態 に 移る こ
とが す で に報告さ れ て い る1 Bl． To m oda ら は種々 の 酸
化剤 に よ る H b Aの 酸化反 応を しら べ ， I H P添加 に よ
り酸化速度が促進す る こ と を明ら か に す る とと も に ，
T 状 態 の ロb の 方 が R状態の H b よ り も酸化 さ れ や
す い こ と を示 した6171． H b Aの 自動酸化反応 の 場合で
も 1H P を加 え る こ と に よ り 反応が著 し く 促進 した




－ 1く＋工H Pうっ． こ の よう なI H Pに よ る H b
の 自動酸化反応の促進 は， T 状態の H b の方が R 状態
の 場合 より も自動酸化 されや す い こと を示 して い る．
また， R 状態に よ り偏位 した H b Ke mps ey の 自動酸化
反応が H b A よ りも遅 い こ と は上 の 考 えを 示 持 し て
い る
． ま た こ の 場合， 工H Pの 効果が ま っ た くみ ら れ な
か っ た ト En zニk十1＋k十3 ニ ー 5．39XlO
－ 2h
． 1 ト工H P
う， － 5．29XlO
－ 2b
－ 1く＋工H Pうっ． こ れ は1H Pの 結 合 に
よ っ て も H b lくem psey の 四 次構造が R 状態の ま ま で
あ る1 0n Hこ と で説明で きる ． さ らに ， 酸素親和性が低く
著 しく T 状態 に偏位 して い る H b Kan S a Sく月I O 2a s， － t br
コ の 自動酸化速度 は， H b A よ り も非常 に 速 か っ た
くTakiz a w a， 未発表デ ー タl． こ の こ とも， H b の高
次構造が E b自動酸化反応 に 密接 に 関与 して い る こ と
を示 唆 してい る．
一 方， H b A お よび H b Ke mps ey い ずれ の 場合 も
自動酸化経過中 く庇3 ＋岸2 十う2 の 割合が くぽ2 十が＋12 の 割
合よ り も常 に 多く存在した く図6くaトくdl， 8くaトくdl ．
こ の こ とは り グ 鎖 の方が 月鎖よ り自動酸化速度が速 い
ため と考 えられ る． 表 1， 2 より ば 鎖の自動酸化速度
を示 す k．3と 斤 鎖の 自動酸化速度を示 す k．1を比 較 す
る と， H bA， H b Ke mps ey とも に ほと ん ど常に k．3ン
k．1が成立 す る． ま た， 王H f， の効果は H b Aの 場合 ぼ
鎖， 月 鎖ほ ぼ同 じ程度 に み られ た ． フ ェ リ シ ア ン カ リ，
フ ェ リ チ ト ク ロ ム C な どに よ る H b Aの 酸化反応 の
場合， 斤 鎖の 方が 打 鎖よ りも酸化 しや す く ，工E Pに よ
る 酸化促進効果も月鎖 に 顕著で あ る こ と が 明 ら か に
さ れ てい る6け1
．
こ れ らの 事実 は， H b自動酸化反応は酸
化剤に よる H b酸化反応と は異な っ て い る こ と を示 唆
して い る ．
以 上述 べ て きた よ う に ， H bの 自動 酸化反応 は， 単 量
体 ヘ ム タ ン パ ク質 で あ る M b と同様 H202， 02－を生成
す る反 応 と， こ れ らの 活性酸素が関与す る反 応 よ り
な っ て い る こ と が 明 ら か に な っ た ． H bの 自動酸化 反
応 で は， O XyH b は くぽ 3
＋
月2 ＋う2， くぼ 2 十月3 十う2 な どの 中間
体 H b をへ て m etH bへ 変化す る こと が 示 さ れ た ． ま
た， H bの 自動 酸化に は， その 四次構造が 重 要で ある こ
と を異常 H bで あ る H b Ke mpsey や Hb の ア ロ ス テ
リ ッ ク エ フ ユ ク タ ー で あ るI H P を用 い て 明 ら か に し
た．
結 論
H b A， 酸素親和性の 異常 に 高い H b Ke mps ey お よ
び M bの 自動酸化反応機構 をカ タラ ー ゼ， S O D存在下
10 滝
ま た は非存在下 で検討 した． また ， H b の場合， B b の
ア ロ ス テ リ ッ ク エ フ ェ ク タ
ー と して 知ら れ る I H P の
効果 も しら べ た ． こ れ らの 自動酸化反応の経時的変化
の解析 に は， 等電点電気泳動法を用 い た． そ の結果，
下記の こ と が明 らか に な っ た ．
い H bの 自動酸化反応 で は， 途中経過 で o xyH b，
m etH b の み な らず2 種類 の中間体 H bくa 2 ＋P3 ＋12 ，
くだ3 ＋月2 十12 が 存在 した．
2l o xyH b A， O XyH b Ke mps ey お よ び o xyM bい
ずれ も ， 種々 の 条件下で 一 次反応で 自動酸化が進行 し
た ． また ， カ タ ラ ー ゼ， S O Dに よ り い ずれ も 反応が抑
制 され た ． これ らの結果 より ， そ の 反応機構 は M b の
場合侶 句く41式， H b の場合く工1へ く耶tl 式が妥当と考 え
ら れ た．
31 H b A の自動願化反応 は工H Pに よ り著 し く促
進 した ． H b Ke mpgey の 自動酸化 は H b Aに 比 し遅
く， 工H Pに よ り促進 しなか っ た ． こ の こ とよ り， H b自
動酸化 は H b の 四次構造が T 状態 の と き の 方 が R 状
態 の とき よ り も速い と考 え られ た．
41 H b自動酸化反応の経過中， H b A， H b Ke mp－
s ey い ずれ も く戊3 十月2＋う2 の 割合 が く此
鈷
が
＋う2 の 割 合
よ り も常に 多く存在し た． こ の こ と よ り， ぼ 鎖，月 鎖の
間に 機能的差異がある と考 えら れ た．
5う M b自動酸化反応は ， H b自動酸化反応の よ り
単純 な実験系と し て有用 なモ デル で あ る．
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He m oglobin くH bJis a uto xidiz ed to m ethe m oglobin くm et H bJsponta nio uslyin the air． Ho w－
e v e r
，
the m e cha nis m of this autoxidatio nrem ain sto be cla rified． Inthispape r，the a uto xidatio n
Of n o r m al hu m an H bくH b AJ， m uta nt Hb Ke mps eyくH b Ke mpseyl whe reaspartate atP9。is
r epla c ed by a n aspar agin e r e sidu e， a nd ho rs e myoglobinくM bl w a s a nalyz ed byis oe19Ctric－fo c u s－







J2コ w e repr odu c ed byt hepartiala uto xidatio n of H b Aa nd H b Ke mpsey．








l2 du ringthe auto xidatio n of
these H bs． OxyH b A， OXyH b Ke mps ey a nd o xyM bauto xidized in first o rde r kinetics u nder
V a rio us c o nditio n s
，
a nd t he r ates ofthe r e a ctio n s w e re sup pr essed in the pre s e n c e ofc atala s e a nd
SuPe r O Xide dis m utaseくS O DJ． T he a uto xidatio n r ate s of oxyH b Aw e reco nside rably a c c el r ated
byt he ad ditio n of in o sitol he x aphosphateくI H Pl， a Str O ng alloste ric effe cto r ofHb． Ho w ev e r， the
a uto xidation rates of o xyH b Ke mps ey w as slo w ertha nthat of H b Aa nd w a sha rdly alte r ed with
I H PJ T he se r e sults sug ge st thatthe T state he moglobin is m o r e s uc eptible to a uto xidatio nt ha n
the R state
，
Whe r ethe R a nd T state c o r r espo nd to o xy－ a nd de o xyfo r min quatern arystr u ctu r e
Ofthe pr otein ， r e SPe Ctiv ely． T he proc ess of血b auto xidatio n s e e m sto be similarto that ofH b in
te r ms of inv oIv e m e ntof H202 a nd O2
－
， and is a v ailableto a good m odelof H ba utoxidatio n．
